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Rakava obolenja ostajajo eden od vodilnih vzrokov umrljivosti po vsem svetu. Čeprav je 
zdravljenje v zadnjih desetletjih precej napredovalo, ostajata neselektivnost učinkovin in 
pojav neželenih učinkov velik problem. Iskanje novih tarč in razvoj protitumornih učinkovin 
tako predstavljata pomembno področje raziskav.  
Protein toplotnega šoka 90 (Hsp90) je evolucijsko ohranjen šaperon, ki predstavlja velik 
delež proteinov v celici. Sestavljen je iz N-končne, srednje in C-končne domene. Vključen 
je v različne biokemijske procese vzdrževanja proteostaze, hkrati sodeluje pri oblikovanju 
in vzdrževanju konformacije proteinov. Njegovo delovanje je odvisno od hidrolize ATP, 
preko katere dobi potrebno energijo za izvajanje funkcije kot šaperon. Od aktivnosti Hsp90 
je odvisnih veliko proteinov, ki sprožijo različne neoplastične procese. Hsp90 je zato postal 
obetavna tarča v razvoju protitumornih učinkovin, saj z zaviranjem njegovega delovanja 
blokiramo več različnih poti kancerogeneze. Zaviralci N-končne domene Hsp90 so v 
kliničnih raziskavah že dalj časa, vendar v večini sprožijo odziv toplotnega šoka, kar vodi 
bodisi v toksičnost ali neučinkovitost terapije. Zato je bilo pomembno odkritje alosteričnega 
vezavnega mesta na C-končni domeni, saj imajo zaviralci le-te boljše lastnosti. Največjo 
oviro pri razvoju novih zaviralcev C-končne domene predstavlja neraziskana struktura 
vezavnega mesta. S študijami odnosa med strukturo in delovanjem se postopoma odkrivajo 
ključni strukturni elementi zaviralcev, potrebni za njihovo aktivnost. V okviru magistrske 
naloge smo sintetizirali nove potencialne zaviralce Hsp90 s piperidinskim skeletom, ki se 
vežejo v C-končno domeno encima. Želeli smo izboljšati njihovo protitumorno delovanje in 
poglobiti znanje o odnosu med strukturo in delovanjem. 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo sintetizirali šest različnih analogov 
referenčne spojine, pridobljene s pomočjo virtualnega rešetanja. Med osrednja obroča smo 
uvedli amidno vez ter ugotovili vpliv razdalje med fenolnim obročem in bazičnim aminom. 
Proučili smo vlogo hidroksilne skupine na distančniku, z modifikacijo fenolnega obroča pa 
raziskali vpliv različnih substituentov na zaviralno aktivnost spojin. Končne spojine smo 
testirali na celičnih linijah raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7 ter tako določili citotoksične 
IC50. Pet spojin je izkazalo močnejše delovanje (IC50= 14 – 29 µM) napram izhodiščni 
spojini (IC50= 45 µM), spojina 12 pa se je izkazala kot neaktivna. Ugotovljena nova 
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spoznanja o razmerju med strukturo in delovanjem nam tako odpirajo veliko možnosti za 
nadaljnje raziskovanje.  
Ključne besede: piperidin, protein toplotnega šoka Hsp90, protitumorne učinkovine, 
šaperon, zaviralci C-končne domene Hsp90 
 
  




Cancer is the second leading cause of death worldwide. Although there are many types of 
cancer treatment available, the lack of drug selectivity and their side effects are becoming 
an increasing health problem. Pharmaceutical companies are exploring novel molecular 
targets and developing antitumour drugs acting by novel mechanisms.  
Heat shock protein 90 (Hsp90) is one of the most abundant cell proteins. It contains three 
domains: N-terminal, middle and C-terminal domain. It is an ATP dependent molecular 
chaperone that plays a pivotal role in proteostasis. Hsp90 is responsible for folding, 
maturation and activation of many proteins called co-chaperones and clients. Most of them 
can trigger neoplastic changes. This is the reason why Hsp90 has become a promising target 
in the development of antitumour drugs as we can block many cancer pathways by inhibiting 
its activity. Hsp90 N-terminal domain has been a focus of research as an attractive anticancer 
target, but N-terminal inhibitors have often been found as toxic and displayed unwanted side 
effects. Discovery of another binding site on the C-terminal domain of Hsp90 enables 
alternative strategy for anticancer therapy. However, complexity and absence of co-crystal 
structure of C-terminal domain in complex with ligand make development of new Hsp90 C-
terminal inhibitors difficult. In this master’s thesis, we synthesized new potential allosteric 
Hsp90 C-terminal domain inhibitors based on the piperidine scaffold and studied structure-
activity relationship.   
In the context of the experimental work of this master’s thesis we synthesized six analogues 
of the virtual screening hit. We introduced amide bond between central rings and evaluated 
the influence of chain length between the phenol and the basic amine. We explored the role 
of hydroxyl group in the central part and studied the effect of different substituents on the 
phenol moiety on compound activity against cancer cell lines. The final compounds were 
evaluated in vitro for their cytotoxicity in HepG2 liver cancer and MCF-7 breast cancer cell 
lines. Five of them showed higher activity (IC50= 14 – 29 µM) as the activity of previously 
discovered virtual screening hit (IC50= 45 µM), while compound 12 was found to be inactive. 
The results of structure-activity relationship pave the way to further optimisation of this 
structural class of Hsp90 C-terminal inhibitors.  
Keywords: anticancer drugs, chaperone, Hsp90 C-terminal inhibitors, Hsp90 heat shock 
protein, piperidine  




Aha1 aktivator ATPaze Hsp90  
ATP adenozin trifosfat 
ADP adenozin difosfat 
Boc terc-butiloksikarbonil 
CDCl3 devteriran kloroform 






DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
EtOAc etilacetat 
Grp94 z glukozo reguliran protein 94 
HOBt 1-hidroksibenzotriazol 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HR-MS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
HPV humani papiloma virus 
HSF1 dejavnik toplotnega šoka 1 
Hsp protein toplotnega šoka  
IC50 srednja zaviralna koncentracija; koncentracija spojine, ki zmanjša viabilnost 
celic v celični kulturi za 50% 
IFN-α2 interferon alfa-2 
IL-2 interlevkin-2 
IL-11 interlevkin-11 
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J sklopitvena konstanta 
MD srednja domena (angl. middle domain) 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca  
NTD N-končna domena (angl. N-terminal domain) 
PPh3 trifenilfosfin 
PQC nadzor kakovosti proteinov 
Rf retencijski faktor 
RNA ribonukleinska kislina 
SAR razmerje med strukturo in delovanjem 
TFA trifluorocetna kislina 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija  
TMS tetrametilsilan 
TRAP1 protein 1, povezan z receptorjem za dejavnik tumorske nekroze 
 
 





V zgodovini medicine zelo pogosto zasledimo izraze, ki izhajajo iz analogije življenja. 
Beseda rak izvira iz grške besede karkinos, saj je že Hipokrat povezal opazovanje malignega 
tumorja z gibanjem rakovice. Kljub temu ni bil prvi, ki je odkril bolezen. Najstarejši 
svetovno znani primer raka dojke prihaja iz časa starega Egipta, prav tako so v mumijah iz 
tistega časa našli ostanke kostnega raka (1). 
Rakava obolenja ostajajo, takoj za boleznimi srca in ožilja, pomemben javnozdravstveni 
problem in eden od vodilnih vzrokov umrljivosti po vsem svetu. Rak opredeljuje več kot 
200 različnih bolezenskih stanj, za katera je značilna izguba nadzora nad celično delitvijo in 
rastjo. Novotvorba oz. tumor je katerakoli nenormalna masa tkiva, ki je lahko benigna ali 
maligna. Medtem ko je rak praviloma le maligna novotvorba, benigno označujemo kot 
nerakotvorno in zato manj nevarno. Kancerogeneza je kompleksen, večstopenjski patološki 
proces, pri katerem se normalne celice preoblikujejo v rakave. Vzroke za okvaro DNA lahko 
razdelimo na notranje in zunanje (Slika 1). Verjetnost večkratnih genetskih sprememb je 
odvisna od spola, narašča pa s starostjo. Ob podedovanju poškodovane DNA govorimo o 
podedovanem raku. Zunanji dejavniki, ki vodijo do maligne transformacije celic, so lahko 





















kisikove zvrsti, anorganske in 
organske snovi
Slika 1: Razdelitev kancerogenih dejavnikov. Povzeto po (2). 
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Nepovratne spremembe celic vodijo v nenadzorovano celično delitev, katere posledica je 
nastanek primarnega tumorja, ki napade in uničuje sosednja tkiva. V telesu lahko nastanejo 
tudi zasevki oz. metastaze, ki kažejo na razširjenost rakavih celic v oddaljena mesta po 
telesu, kar je vzrok 90% smrti zaradi raka (2,3). 
Obolevnost in umrljivost za rakom lahko zmanjšamo s preprečevanjem izpostavljenosti 
dejavnikom tveganja, saj jih večina izhaja iz življenjskega sloga in delovnega okolja. 
Čimprejšnje odkrivanje bolezenskih znakov, značilnih za različne vrste raka, nam omogoča 
uspešnejše zdravljenje. K zmanjšanju umrljivosti pa nesporno prispeva tudi kakovostno 
zdravljenje. Nove metode zdravljenja pomembno izboljšujejo uspešnost terapije in 
podaljšujejo preživetje (4). 
1.1.1. Zdravljenje rakavih obolenj 
Zdravljenje rakavih obolenj je odvisno od vrste in razširjenosti bolezni, hkrati pa je 
pomembno tudi splošno stanje bolnika. Večina pacientov se zdravi s kombinacijo različnih 
metod, kot so kirurški poseg, kemoterapija, radioterapija, hormonska in biološka zdravila 
(5,6). 
Kirurški poseg je najstarejša metoda zdravljenja in se opravi, ko je tumor lokalno omejen. 
Med lokalne načine zdravljenja uvrščamo še radioterapijo oz. obsevanje. Gre za zdravljenje 
z ionizirajočimi žarki, ki povzročijo okvaro genetskega zapisa celice, kar ji onemogoča 
nadaljnjo delitev in vodi v njeno smrt. Zdravljenje moramo skrbno načrtovati, saj le tako 
dosežemo ugodno razmerje med uničenjem rakavega tkiva in prizadetostjo zdravih celic (6). 
Za sistemsko zdravljenje se uporabljajo različne skupine zdravil. V registru zdravil najdemo 
zdravila za zdravljenje rakavih obolenj v skupini L – Zdravila z delovanjem na novotvorbe 
in imunomodulatorji (7). 
Glede na mehanizem delovanja ločimo različne naravne in sintezne učinkovine (Slika 2). 
Alkilirajoči citostatiki (a), tako kot interkelatorji (b) in prekinjevalci verige, delujejo 
neposredno na DNA. Čeprav so učinkoviti proti mnogim neoplazmam, zaradi 
neselektivnega delovanja delujejo tudi na normalne, hitro deleče se celice. Vsebujejo 
elektrofilno skupino, ki z različnimi nukleofili (aminska, hidroksilna in tiolna skupina) tvori 
kovalentno vez. Antimetaboliti so učinkovine, ki delujejo na encime udeležene pri sintezi 
nukleotidov in DNA, saj preprečujejo biosintezo oz. presnovo normalnih celičnih 
metabolitov. Spojine so lažni substrati, saj so strukturno podobni običajnim substratom in 
Magistrska naloga                                                          Patricija Zver 
3 
 
namesto njih vstopajo v biokemijske reakcije. V osnovi jih delimo na analoge folne kisline 
(c) ter analoge purinskih (d) in pirimidinskih (e) baz (8). 
Med spojine naravnega izvora uvrščamo učinkovine rastlinskega izvora, ki preprečujejo 
polimerizacijo (f) ali depolimerizacijo mikrotubolov, potrebnih za celično delitev. Tako 
rakavim celicam prekinemo mitozo, kar ovira celično celitev in sproži programirano celično 
smrt. V tej skupini najdemo še naravne in polsintezne citotoksične antibiotike (g), ki delujejo 
neposredno na DNA oz. zavirajo encime, potrebne za normalno celično delovanje. 
Med ostale protitumorne učinkovine spadajo platinove spojine (h) in učinkovine, ki delujejo 
na različne tarče. Med temi najdemo spojine z delovanjem na strukturne proteine in signalne 
poti, npr. zaviralce protein kinaz (i) (8). 
Hormonsko odvisna rakava obolenja lahko zdravimo s spolnimi hormoni oz. modulatorji 
njihove aktivnosti. Na ta način znižamo količino hormonov v telesu in preprečimo njihovo 
endogeno nastajanje, kar ustavi ali upočasni rast tumorja. Po delovanju jih delimo glede na 
tarčni receptor. Slika 2 prikazuje primer nesteroidnega antiestrogena (j), poznamo pa še 
zaviralce encimov, to pa so zaviralci aromataze (3, 9). 
 
Slika 2: Strukture izbranih protitumornih učinkovin; ciklofosfamid (a), topotekan (b), 
metotreksat (c), merkaptopurin (d), citarabin (e), vinblastin (f), doksorubicin (g), cisplatin 
(h), gefitinib (i), tamoksifen (j). 
Biološka zdravila predstavljajo najnovejši način sistemskega zdravljenja raka. Z njimi lahko 
vplivamo na biologijo rakavih celic ali na imunski odziv organizma proti rakavim celicam. 
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Poznamo cepiva proti raku, imunomodulatorje in tarčna zdravila za raka. Registrirane so 
vakcine za zdravljenje raka črevesja, ledvic, dojke in pljučnega raka. Poleg teh se uporabljajo 
tudi cepiva, za preprečevanje raka, povzročenega z virusom HPV, hepatitisom A in 
hepatitisom B. Med imunomodulatorji najdemo interferone (IFN) in interlevkine (IL), pri 
čemer se v terapevtske namene zdravljenja rakavih obolenj uporabljajo predvsem IL-2, IL-
11 in IFN-α2 (10, 11). 
Z biološkimi zdravili pa lahko delujemo na točno določeno tarčo rakavega tkiva in tako 
dosežemo ugodno razmerje med učinkovitostjo in toksičnostjo zdravila. Precej specifična so 
monoklonska protitelesa, ki danes predstavljajo največji delež med biološkimi zdravili. 
Nekatera izmed njih so predstavljena v Preglednici 1 (11). 
Preglednica I: Izbrana monoklonska protitelesa, ki se uporabljajo za zdravljenje raka. 
Ime Tarča Indikacija 
Alemtuzumab CD52 Kronična limfocitna levkemija 
Denosumab RANKL Rak dojke in prostate 
Ipilimumab Ctla-4 Melanom 
Panitumumab EGFR Kolorektalni karcinom 
Rituksimab CD20 Kronična limfocitna levkemija, ne-Hodgkinov limfom 
Trastuzumab HER2 Rak dojke, rak na želodcu 
Pertuzumab HER2 Rak dojke 
1.1.2. Onkogeni in tumor supresorski geni 
Za vzdrževanje homeostaze večceličnih organizmov je poleg celične proliferacije in 
diferenciacije nujna tudi apoptoza, tj. programirana celična smrt. Med normalnim razvojem 
tkiva apoptoza skrbi za odstranitev nefunkcionalnih celic. Porušitev homeostaze vodi v 
razvoj avtoimunskih in degenerativnih bolezni ter rakavih obolenj (12). 
Protoonkogeni so zaviralci apoptoze, hkrati nosijo zapise proteinov, ki sodelujejo pri 
celičnem razmnoževanju. Med evolucijo se niso veliko spreminjali in veljajo za ključne 
regulatorje celične homeostaze. Sprememba v strukturnem ali regulatornem delu 
protoonkogena lahko vodi v nastanek onkogena. Ta deluje dominantno, zato je čezmerna 
aktivnost že enega samega alela dovolj, da pride do hitrejše delitve celic. Tako namesto 
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odmrtja, celice še naprej rastejo oz. se razmnožujejo. Poznamo približno 100 različnih 
onkogenov, njihove produkte pa glede na vlogo pri celični delitvi razdelimo v pet razredov:  
• rastni dejavniki (sis), 
• receptorji za rastne dejavnike (Erb B-1), 
• proteini, ki prenašajo signale (ras, src, abl, raf-1), 
• transkripcijske dejavnike (myc), 
• regulatorje celičnega cikla (cdk) (2). 
 
Slika 3: Nastanek onkogena. Prirejeno po (13). 
Aktivacija onkogenov (Slika 3) predstavlja le eno od dveh različnih vrst genskih sprememb, 
ki sodelujejo pri razvoju tumorja. Tumor zavirajoči geni oz. antionkogeni so druga velika 
skupina genov, ki običajno delujejo tako, da zavirajo celično proliferacijo in razvoj tumorjev 
(14). Ob recesivni mutaciji obeh alelov na antionkogenu lahko pride do procesa neoplazije. 
Poznamo približno 30 tumor zavirajočih genov, ki se delijo glede na lokacijo proteina v 
celici: 
• molekule na celični površini (receptorji za zaviralne rastne dejavnike in proteine, 
ki nadzorujejo celično adhezijo), 
• proteini na notranji strani plazmaleme (zavirajo prenos signalov rastnih 
dejavnikov v celici), 
• proteini v jedru (sodelujejo pri nadzoru celičnega cikla in uravnavajo 
transkripcijske dejavnike) (2). 




Proteini so najbolj zastopane makromolekule v celici. Svoje biološke funkcije lahko izvajajo 
le v nativni konformaciji, zato je proteostaza ključna za vzdrževanje fizioloških funkcij. 
Stabilna oblika proteinov je določena z izbranim aminokislinskim zaporedjem, zvijanje 
proteinov pa je zapleten proces, ki je precej nagnjen k napakam. V prenatrpanem celičnem 
okolju in pod okoljskimi ter fiziološkimi vplivi prihaja do sprememb, ki preprečujejo 
ohranjanje proteinov v nativni konformaciji. Posledica neuspešnega odstranjevanja 
nefunkcionalnih proteinov vodi v kopičenje napačno zvitih in agregiranih proteinov, kar 
pripelje do disregulacije biokemijskih funkcij v celici in/ali izven nje in se izraža skozi 
patogenezo različnih bolezni (15). 
Celice so razvile zapleten, še ne popolnoma jasen sistem, ki nadzoruje kvaliteto (pravilno 
zvitje in funkcionalnost) proteinov (sistem PQC – protein quality control). En segment 
sistema PQC pomaga proteinom pri doseganju ustrezne stabilne konformacije, drug segment 
pa odstranjuje tiste, ki so oblikovani napačno. V sistem so vključeni tudi šaperoni, ki jih 
delimo na proteine toplotnega šoka (Hsp), ko-šaperone in šaperonine (15, 16, 17). 
Šaperoni so proteini, ki sodelujejo pri zvijanju drugih proteinov in jih ohranjajo v nativni 
obliki. Ena izmed njihovih glavnih funkcij je, da se vežejo na razvito ali delno zvito 
polipeptidno verigo in tako preprečujejo interakcije, ki bi vodile v nastanek biološko 
neaktivne strukture proteina ali agregatov. Sodelujejo tudi v medceličnem transportu 
proteinov in pri njihovem zorenju ter preprečujejo njihovo napačno zvijanje in agregacijo 
(18). 
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1.2.1. Protein toplotnega šoka90 – Hsp90 
Proteini toplotnega šoka so evolucijsko ohranjeni proteini, ki se nahajajo v različnih 
organizmih, vse od bakterij do sesalskih celic. Prvotno je bilo znano, da nastanejo le ob 
izpostavljenosti visokim temperaturam, vendar se izražajo tudi v drugih stresnih 
situacijah,zato je opravičljivo, da jih imenujemo tudi stresni proteini. Ločimo jih glede na 
molekulsko maso, predstavljajo pa do 10% celične mase, pri čemer največji delež prispeva 
90 kDa velik Hsp90 (16). 
Protein toplotnega šoka Hsp90 se v sesalskih celicah nahaja v štirih izooblikah. V citoplazmi 
se nahajata inducibilno izražena oblika Hsp90α, ki je odgovorna za zorenje proteinov in 
metastaziranje rakavih celic, ter konstitutivno izražena oblika Hsp90β, katere vloga je 
zvijanje in razgradnja proteinov v normalnih celicah. V endoplazemskem retikulumu 
najdemo Grp94, ki uravnava proteine v sekretornih in membranskih veziklih. Protein 
TRAP1 se nahaja v mitohondrijih, v katerih varuje proteine pred oksidativnim stresom (19, 
20, 21). Vsi omenjeni predstavniki družine Hsp90 so ATPaze, ki so v obliki homodimernih 
kompleksov. Posamezni monomer sestavljajo tri funkcionalne domene (Slika 4). N-končna 
domena vsebuje vezavno mesto za ATP in je preko vmesnika povezana s srednjo domeno. 
Slednja je vključena v specifične interakcije s substrati, tarčnimi proteini in potencialnimi 
zaviralci ter hkrati omogoča vezavo γ-fosfata molekule ATP, s tem pa aktivacijo hidrolize 
ATP. Najkompleksnejša je C-končna domena. Vsebuje aminokislinsko zaporedje MEEVD 
(Met-Glu-Glu-Val-Asp), ki je odgovorno za interakcije s tarčnimi proteini in ko-šaperoni. 
Na tej domeni se nahaja še vezavno mesto za ATP, ki alosterično prilagaja vezavo ATP na 
N-končno domeno (19, 22). 
 
Slika 4: Protein toplotnega šokaHsp90 v zaprti konformacijski obliki, s prikazom vseh treh 
domen. Povzeto po (23). 
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Hsp90 je ključen protein pri strukturiranju in vzdrževanju širokega spektra proteinov. 
Vključen je v temeljne celične funkcije ohranjanja homeostaze, kot so nadzorovanje 
celičnega cikla, medcelično signaliziranje, odziv na stres, aktivacija, zorenje in razgradnja 
proteinov. Za razliko od ostalih proteinov toplotnega šoka, Hsp90 posreduje v poznejših 
fazah zvijanja proteinov. Je zelo dinamična in fleksibilna molekula, njegova variabilnost pa 
je ključna pri aktivaciji več kot 200 različnih tarčnih proteinov, saj mora svojo konformacijo 
delno prilagoditi glede na obliko ko-šaperona ali tarčnega proteina (24, 25). 
Protein se lahko nahaja v dveh konformacijskih stanjih. Pred vezavo ATP na N-končno 
domeno je protein v odprti apo obliki. Vezava ATP povzroči delno zaprtje šaperona, ki 
počasi prehaja v zaprto asimetrično konformacijo. Sledi hidroliza ATP, s katero protein dobi 
potrebno energijo za izvajanje svoje šaperonske funkcije. Dimer se tako spremeni v zaprto 
simetrično konformacijo, ki je ključna za izmenjavo informacij med vezavnim mestom za 
ATP in ko-šaperonom oz. tarčnim proteinom. Ta se v naslednji stopnji skupaj s pravilno 
zvitim proteinom sprosti, Hsp90 pa preide v delno odprto konformacijsko obliko. Sprostitev 
ADP omogoča, da je protein pripravljen za naslednji cikel (Slika 5). Aktivnost proteina in 
hidroliza ATP sta torej odvisni od vrste ko-šaperonov, saj jo nekateri aktivirajo, drugi pa 
zavrejo. Dobro poznan aktivator ATPaze je Aha1 (15, 21, 24). 
 
Slika 5:  Različna konformacijska stanja Hsp90. Povzeto po (26). 
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1.2.2. Vloga Hsp90 pri raku 
Rakave celice se nenadzorovano delijo, zato posledično prihaja do večkratnih mutacij. Tako 
so celice še bolj odvisne od šaperonov, ki skrbijo za spremembo neaktivne konformacije 
proteinov v aktivno. Onkogeni (Her-2, her-3, CDK4, CDK6, Raf1, Akt, survivin, 
telomeraze) in antionkogen p53 predstavljajo približno 25% vseh tarčnih proteinov, ki so 
odvisni od aktivnosti Hsp90 in so neposredno povezani s tumorskimi označevalci (18, 26). 
Hsp90 je nujen za stabilizacijo mutiranih onkoproteinov, ki omogočajo rast in preživetje 
tumorskih celic. Pri kancerogenezi je vključen v angiogenezo, celično proliferacijo, 
diferenciacijo, invazijo in metastaziranje. Posreduje tudi pri apoptozi in sodeluje pri razvoju 
odpornosti na nekatera zdravila proti raku (Slika 6) (28). 
Hsp90 je torej vključen v več različnih signalnih poti, ki so vpletene v neoplastične procese. 
Tako lahko z zaviranjem proteina povzročimo hkratno razgradnjo različnih tumorskih tarč 
in blokiramo več kancerogenih signalnih poti, kar vodi v smrt rakavih celic. V primerjavi z 
normalnimi celicami je Hsp90 v rakavih celicah 2-10x bolj izražen, saj je v slednjih 
povečana potreba po pravilnem zvijanju denaturiranih in nastajajočih proteinov v nativno 
konformacijo. Povečana ekspresija Hsp90 sovpada s povečano rastjo tumorja, večjim 
metastatskim potencialom in razvojem odpornosti proti kemoterapiji, zato se lahko 
potencialno klinično uporablja kot 
biološki označevalec za diagnozo 
in prognozo raka (27, 30). Hsp90 
se v rakavih celicah nahaja v 
drugačnem kompleksu kot v 
normalnih celicah, zato imajo 
njegovi zaviralci povečano 
afiniteto za vezavo v obliko 
prisotno v rakavih celicah. 
Možnost selektivnega delovanja 
na rakave celice je še razlog več, 
da je Hsp90 postal obetavna tarča 
za razvoj protitumornih učinkovin 


























Slika 6: Značilnosti rakave celice in tarčni proteini 
Hsp90 v njej. Povzeto po (29). 
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1.2.3. Znani zaviralci Hsp90 
Raziskovalci so bili prvotno usmerjeni v razvoj zaviralcev, ki se vežejo v vezavno mesto za 
ATP N-končne domene. Tako onemogočijo vezavo in hidrolizo ATP, ki je ključna za 
aktivnost Hsp90. Prva naravna spojina, ki se veže na omenjeno vezavno mesto za ATP, je 
bil benzokinonski derivat geldanamicin (Slika 7), ki pa je kemijsko in presnovno nestabilen. 
Izboljšanje učinkovitosti in varnosti geldanamicina je privedlo do druge generacije 
zaviralcev Hsp90, kot so 17-AAG (Slika 7), 17-DMAG in IPI504. Ti analogi imajo večjo 
selektivnost do rakavih celic. Naslednja skupina N-končnih zaviralcev so derivati naravne 
spojine radicikola (Slika 7). To so purinski (PU-H71), pirazolni in iksazolni (VER52296) 
derivati (Slika 7) (16, 19). 
Omenjene spojine so v predkliničnih študijah pokazale obetavno zaviralno aktivnost, kljub 
temu pa niso prestale kliničnih študij. Glavna omejitev je njihova visoka toksičnost in 
indukcija toplotnega šoka, saj koncentracija, potrebna za učinek, sovpada s koncentracijo, ki 
izzove aktivacijo dejavnika toplotnega šoka (HSF1) in povečano izražanje Hsp27, Hsp70 in 
Hsp90. Inducirani proteini igrajo ključno vlogo pri napredovanju raka. Znajdemo se v 
začaranem krogu, ki vodi v razvoj rezistence na te protitumorne učinkovine in v njihovo 
posledično neučinkovitost (16, 30, 31, 32). 
 
Slika 7:  Izbrani zaviralci N-končne domene Hsp90. 
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Zaradi neustreznih lastnosti prej omenjenih zaviralcev je bilo ključno odkritje še enega 
vezavnega mesta za ATP, in sicer na C-končni domeni. Leta 2000 so namreč Neckers in 
sodelavci odkrili kumarinski derivat novobiocin, sicer zaviralec DNA-giraze, ki z vezavo na 
C-končno domeno zavira Hsp90. Njegova afiniteta vezave v novo odkrito vezavno mesto je 
sicer precej šibka, hkrati pa ima šibko antiproliferativno delovanje. Posebno pozornost sta 
pritegnila klorobiocin in kumermicin A1, ki sta pokazala 1000-kratno povečano 
antiproliferativno delovanje v primerjavi z novobiocinom, nista pa inducirala HSF1 (16, 19, 
27, 30). 
Pri uravnavanju delovanja Hsp90 je ključnega pomena, da šaperon prebije ustrezno dolgo 
obdobje v določeni konformaciji, saj lahko le tako poteče hidroliza ATP, ki je nujna za 
pravilno oblikovanje proteina. ATPazno aktivnost lahko moduliramo z delovanjem na 
komplekse, ki so ključni za pravilno delovanje konformacijskega cikla Hsp90. Spojini 
KU135 in KU174 sta analoga novobiocina, ki poleg izboljšanega antiproliferativnega 
delovanja izkazujeta tudi zaviralno delovanje na kompleks Hsp90/Aha1. Motnje kompleksa 
onemogočajo aktivnost ATPaze, ki je ključna za nastanek funkcionalnih onkoproteinov, to 
pa onemogoči delitev rakavih celic (21). 
Naslednjo generacijo predstavljajo izboljšani analogi KU-32, KU-596 in A4 (Slika 8). K 
odkrivanju zaviralcev C-končne domene je veliko doprinesla tudi spojina L (Slika 8). C-
končni del encima ima torej precej velik potencial za odkrivanje protitumornih učinkovin, 
zato raziskave na tem področju še vedno intenzivno potekajo (16, 19, 27, 30, 33). 
 
Slika 8: Izbrani zaviralci C-končne domene Hsp90. 
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Spojina PEN-A (Slika 9), izolirana iz bakterije Penicillinumjanthinellum, izkazuje močno 
zaviralno delovanje v C-končni domeni, in sicer neodvisno od vezavnega mestaza ATP. 
Spojina moti dimerizacijo Hsp90 in s tem tudi funkcijo šaperona. Inducira apoptozo celic ter 
zavira rast tumorjev tako in vitro kot in vivo (34). 
 
Slika 9: Spojina PEN-A, ki se veže na drugo vezavno mesto kot ostali zaviralci C-končne 
domene Hsp90. 
Na čas, ki ga protein prebije v določeni konformaciji, pa lahko vplivamo tudi z aktivatorji 
Hsp90. Takšno delovanje je izkazal goniotalamin (Slika 10), ki poveča hitrost hidrolize ATP, 
zato posledično Hsp90 preživi prekratko obdobje v določeni obliki, da bi lahko v celoti 
poskrbel za stabilnost in pravilno delovanje ter zvijanje proteina, ki ga Hsp90 procesira. 
Tako lahko z umetnimi pospeševalci prisilimo sistem, da se nahaja manj časa v določeni 
konformacijski obliki. Posredno tako delujemo tudi na rakave celice, saj podobno kot z 
zaviranjem hidrolize ATP, šaperon več ne zagotavlja pravilnega zvijanja funkcionalnih 
onkoproteinov, ki so potrebni za nenadzorovano celično celitev. (16). 
 
Slika 10: Goniotalamin. 
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1.3. C-končna domena Hsp90 
V nasprotju z N-končno domeno je C-končna domena precej slabo raziskana. Njena velikost 
in kompleksnost ovirata strukturne analize. Kljub številnim raziskavam še vedno ni 
popolnoma znana ko-kristalna struktura vezavnega mesta. Trenutno so predvidene 4 oblike 
vezavnega mesta. Zaviralci C-končne domene se najverjetneje vežejo v eno izmed teh. C-
končna domena je dimerizacijska domena, ki vsebuje pentapeptidno aminokislinsko 
zaporedje MEEVD (Met-Glu-Glu-Val-Asp). To je specifično vezavno mesto za 
tetratrikopeptidno zaporedje ko-šaperonov (16, 22, 34). 
Raziskovalci postopoma odkrivajo strukturne lastnosti, ki so pomembne za vezavo v eno od 
vezavnih mest C-končne domene. Ob razvoju kumarinskih derivatov so odkrili, da je na C-
končni domeni najverjetneje prisoten omejen žep, ki ima vezavna področja na točno določeni 
razdalji. Novobiocin je sestavljen iz treh ločenih delov (Slika 11) in z modifikacijo 
posameznega dela lahko proučujejo povezave med strukturo in delovanjem (SAR) (16, 27, 
33). 
 
Slika 11: Novobiocin in njegov optimizirani analog. 
V okviru študij so ugotovili, da sta sladkor novioza in benzamidna stranska veriga neugodna 
za zaviranje aktivnosti Hsp90. V t.i. noviomimetikih so zato zamenjali sladkorni del z 
cikloheksanskim obročem in dobili učinkovitejše analoge. V nadaljnjih študijah so ugotovili, 
da ob zamenjavi kumarinskega obroča z bifenilnim prav tako dobimo učinkovitejše analoge. 
Tako se ohrani planaren distančnik, ki pa omogoča večjo prilagodljivost do vezavnih mest. 
Kljub temu aromatski obroči predstavljajo sterične ovire. Zamenjamo jih lahko z nasičenimi 
obročnimi sistemi, ki usmerijo substituente v določeno vezavno področje, saj je osrednje 
jedro pomembno za projekcijo levega in desnega dela molekule vanj (27, 33, 35). 




Slika 12:Študija na izhodni spojini K, razdeljeni na 3 regije. 
Študije SAR na podlagi zgornje spojine K (Slika 12) so pokazale, da se vzpostavijo 
interakcije med C-končno domeno in hidrofobnim delom spojine, ki predstavlja benzenov 
obroč s substituenti. Na podlagi tega so ugotovili, da en del vezavnega mesta predstavlja 
verjetno omejen hidrofobni žep. Najboljšo aktivnost je izkazal fragment s 3,4-
diklorobenzamidom. Fragment C najverjetneje tvori z vezavnim mestom vodikove vezi, zato 
hidrofobni fragmenti na tem mestu niso dobrodošli. Morda se vzpostavi solni mostiček, saj 
je v strukturi nujen bazičen center, ki lahko tvori interakcije z določenimi aminokislinami v 
vezavnem mestu. Na podlagi te študije so odkrili spojino L z izboljšano aktivnostjo na 
človeški celični liniji raka dojk MCF-7 IC50 = 1,9 µM (30). 
Na podlagi dosedanjih študij odnosa med strukturo in delovanje predpostavljamo, da vsebuje 
C-končna domena encima na eni strani vezavno področje, v katero se veže hidrofobni del 
spojine. Na določeni razdalji je vezavno mesto, v katerem so ključne vodikove vezi med 
spojino in vezavnim žepom. Osrednji del pa mora biti planaren in hkrati dovolj fleksibilen, 
da usmeri levi in desni del spojine v obe vezavni področji. Za zaviranje delovanja Hsp90 naj 
bi bila ključna razdalja med fenilom in bazičnim aminom, ki naj bi znašala 7,7 – 12,1 Å (27). 
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2. Namen dela 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani, se 
ukvarjajo s strukturno podprtim načrtovanjem spojin. Tako na osnovi molekulskega 
modeliranja iščejo tudi nove zaviralce proteina toplotnega šoka Hsp90, ki bi se vezali v 
alosterično mesto C-končne domene. Odkrili so nekaj potencialnih spojin in nekaterim 
izmed njih ovrednotili citotoksičnost in vitro na človeških celicah HepG2 raka jeter in 
celicah MCF-7 raka dojk. Med njimi je spojina TVS-21 (Slika 13) pokazala primerno 
zaviralno aktivnost za nadaljnjo optimizacijo, saj izkazala citotoksične vrednostmi IC50 v 
nizkem mikromolarnem območju.  
 
Slika 13: Na Katedri za Farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani, 
predhodno sintetizirana in ovrednotena spojina TVS-21. 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge bomo poskusili optimizirati strukturo 
alosteričnega zaviralca Hsp90, TVS-21 (Slika 14), ki se veže na C-končno domeno encima 
in tako proučiti odnos med strukturo in delovanjem. Na distančniku bomo ohranili 
piperidinski obroč, pri čemer nas zanima vloga hidroksilne skupine, med osrednja obroča pa 
bomo uvedli amidno vez. Osredotočili se bomo predvsem na optimizacijo levega dela 
spojine. Predvidevamo, da ima vezavno mesto C-končne domene hidrofobni žep, v katerega 
se lahko veže fenolni obroč z različnimi substitutenti. V sklopu naloge želimo ugotoviti tudi 
zaviralno aktivnost analogov z različnimi substituenti na levem aromatskem obroču. Na 
desni del spojine bomo uvedli piperidinski obroč, z modifikacijo verige med kisikom in 
omenjenim obročem pa skušali ugotoviti, kako vpliva na aktivnost razdalja med osrednjim 
fenolnim obročem in aminom. 
Končne spojine bomo ovrednotili na človeških celičnih linijah raka jeter HepG2 in raka dojk 
MCF-7. 




Slika 14: Načrt optimizacije spojine TVS-21. 
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali 
V eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev 
AcrosOrganic, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, Alfa Aesar in TCI. 
3.2. Kromatografske metode 
3.2.1. Tankoplastna kromatografija - TLC 
S tankoplastno kromatografijo (TLC oz. ang. thin layer chromatography) smo spremljali 
potek reakcij in iskali primerno mobilno fazo za čiščenje spojin s kolonsko kromatografijo. 
Mobilno fazo smo pripravili iz različnih organskih topil v različnih razmerjih. Kot 
stacionarno fazo smo uporabljali plošče Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 F254 z 0,20 
mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za detekcijo spojin na kromatografskih 
ploščicah smo uporabljali UV lučko valovne dolžine 254nm in orositveni reagent ninhidrin. 
3.2.2. »Flash« kolonska kromatografija 
Za čiščenje nekaterih spojin smo uporabljali »flash« kolonsko kromatografijo. Odvisno od 
mase nečistega vzorca, nanesenega na kolono, smo izbrali velikost steklene kolone. Mobilno 
fazo smo pripravili iz organskih topil v različnih razmerjih, ki so navedena v sinteznih 
postopkih posameznih spojin. Kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel, proizvajalca 
Merck, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. Elucijo produkta iz kolone smo spremljali s 
TLC, pri čemer smo za detekcijo spojin uporabljali UV lučko valovne dolžine 254nm in 
orositveni reagent ninhidrin. 
3.3. Spektroskopske metode 
3.3.1. Jedrska magnetna resonanca - NMR 
Spektre 1H NMR smo posneli na napravi BrukerAvance III 400 pri 400 MHz (1H NMR). 
Kot topilo smo uporabljali devteriran kloroform (CDCl3) oz. devteriran dimetilsulfoksid 
(DMSO-d6). Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS).  Za analizo spektrov 
NMR smo uporabili program MestReNova proizvajalca Mesterlab Research S.L.  
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3.3.2. Masna spektrometrija - MS 
Masne spektre vmesnih spojin smo posneli na spektrometru Advion expression CMLS z ESI 
tehniko. Končne spojine smo analizirali z masno spektrometrijo visoke ločljivosti HR-MS, 
in sicer na masnem spektrometru visoke ločljivosti ExactiveTM Plus Orbitrap 
MassSpectrometer.  
3.4. Določanje talilnega intervala 
Spojinam smo določali temperaturo tališča na Kofflerjevem mikroskopu Leica z ogrevalno 
mizico. 
3.5. Biološka testiranja 
3.5.1. Vpliv spojin na celično preživetje 
Citotoksičnost končnih spojin je določila asist. dr. Darja Gramec, mag. farm., na Katedri za 
farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo, in sicer z ugotavljanjem deleža viabilnih celic. 
Protokol testa MTS temelji na redukciji tetrazolijeve spojine MTS do formazana, ki je topen 
v celičnem gojišču (Slika 15). Redukcija poteče samo v živih oz. viabilnih celicah, zato lahko 
s pomočjo določanja nastalega produkta ocenimo delež viabilnih celic. Z merjenjem 
absorbance se lahko določi koncentracija nastalega formazana. Test smo izvedli na človeških 
celičnih linijah raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7 ter izračunali citotoksične 
koncentracije IC50. 
 
Slika 15: Metabolično aktivne celice vsebujejo od NAD(P)H odvisne encime, ki posredujejo 
redukcijo MTS do formazana. 
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3.6. Računalniška oprema 
3.6.1. Nomenklatura in risanje spojin 
Za risanje strukturnih formul spojin, reakcijskih shem, za poimenovanje spojin po 
nomenklaturi IUPAC in za izračun molekulskih mas smo uporabljali program 
ChemBioDraw Professional 16.0 (CambridgeSoft). 
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4. Eksperimentalni del 
4.1. Splošni sintezni postopki 
4.1.1. Splošni postopek A 
Predhodno pripravljenemu epoksidu (1,0 mmol) smo dodali K2CO3 (2,0mmol) in izhodni 
fenol (1,1 mmol) ter vse raztopili v DMF (5 mL). Reakcijsko zmes smo 1 dan mešali na 
80°C. Po končani reakciji smo bučko sprali z EtOAc (30 mL). Organsko fazo smo spirali z 
1% raztopino citronske kisline (2×15 mL), 1M NaOH (2×15 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(20 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo 
pod znižanim tlakom. 
4.1.2. Splošni postopek B 
Spojino sintetizirano po splošnem postopku A (1,0mmol) smo raztopili v DKM (10 mL) in 
dodali TFA (10 mmol) ter mešali na sobni temperaturi 1 dan. 
4.1.3. Splošni postopek C 
Na ledeni kopeli smo v DMF (2 mL) raztopili spojino 4 (1,0 mmol) ter dodali EDC (1,2 
mmol), HOBt (1,3mmol) in NMM (2,0mmol). Po 30min mešanja na ledeni kopeli smo 
dodali spojino sintetizirano po splošnem postopku B (1,0 mmol). Temperatura reakcijske 
zmesi se je počasi dvignila do sobne temperature, pri kateri je reakcija potekala 24 ur. 
Po končani reakciji smo reakcijsko zmes ekstrahirali z EtOAc (20 mL). Organsko fazo smo 
sprali z 1% raztopino citronske kisline (2×20 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2×20 mL) 
in nasičeno raztopino NaCl (20 mL). Nato smo jo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali 
in odstranili topilo pod znižanim tlakom. 
4.1.4. Splošni postopek D 
Spojino sintetizirano po splošnem postopku C (1,0mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu in 
dodali 1M HCl v ocetni kislini (20 mmol). Reakcija je potekala na sobni temperaturi 1 dan. 
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4.2. Sinteza terc-butil 1-okso-6-azaspiro[2.5]oktan-6-karboksilata (2) 
 
Shema 1: Reagenti in pogoji: a) i. NaH, DMSO, trimetilsulfoksonijev jodid, sobna 
temperatura, 1 h; ii. 0 °C, spojina 1, 50 °C, 6h. 
NaH (1,202 g, 50,09 mmol) smo raztopili v DMSO (30 mL) in raztopino mešali na ledeni 
kopeli, nato pa ji počasi dodali trimetilsulfoksonijev jodid (6,637 g, 30,2 mmol). Reakcija je 
potekala na sobni temperaturi 1h. Nato smo reakcijsko zmes postavili na ledeno kopel in 
dodali spojino 1 (5,004 g, 25,1 mmol). Temperaturo smo povišali na 50°C ter reakcijsko 
zmes spremljali s TLC in jo po 6h ustavili. Po kapljicah smo dodali 30mL destilirane vode. 
Zmes smo ekstrahirali z DKM (3×20 mL). Organsko fazo smo posušili nad Na2SO4, filtrirali 
in odstranili DKM pod znižanim tlakom. Organskih topil nismo mogli povsem odstraniti, 
zato smo dodali še 50 mL H2O in 50 mL EtOAc. Organsko fazo smo posušili nad Na2SO4, 
filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom. Produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/4).  
Izolirali smo 956 mg spojine 2. Izkoristek reakcije: 17,9 %; beli kristali; Ttal: 49-54 °C; Rf 
(etilacetat/heksan = 1/1):0,46; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3,72 (d, J = 12,5 Hz, 2H, CH2), 
3,43 (ddd, J1 = 13,3 Hz, J2 = 9,5 Hz, J3 = 3,7 Hz, 2H, CH2), 2,70 (s, 2H, CH2), 1,80 (ddd, J1 
= 13,8 Hz, J2 = 9,4 Hz, J3 = 4,5 Hz, 2H, CH2), 1,48 (s, 11H, CH2, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) 
m/z = 212,2 ([M+H]+). 
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4.3. Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske 
kisline (4) 
 
Shema 2: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 80 °C, 4 dni; b) NaOH,MeOH, 50 °C, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-((4-(metoksikarbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (3) 
Metil 4-hidroksibenzoat (1,400 g, 9,20 mmol), terc-butil 4-(bromometil)piperidin-1-
karboksilat (2,561 g, 9,20 mmol) in K2CO3 (2,542 g, 18,40 mmol) smo raztopili v DMF (50 
mL) in reakcijsko zmes mešali na 80°C 4 dni. Nato smo dodali EtOAc (50 mL) in sprali z 
1% raztopino citronske kisline (60 mL+ 30 mL). Organsko fazo smo sprali še z 2M NaOH 
(2×25 mL), z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) in jo posušili nad Na2SO4. Po filtraciji smo 
odstranili EtOAc pod znižanim tlakom. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
diklorometan in diklorometan/metanol = 20/1).  
Dobili smo 1,180 g spojine 3. Izkoristek reakcije: 36,7 %; beli kristali; Ttal: 82-87 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,62; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,98 (d, J = 9,0 Hz, 
2H, 2 × Ar-H), 6,92 – 6,86 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,15 (s, 2H, CH2),3,89 (s, 3H, CH3), 3,85 (d, 
J= 6,4 Hz, 2H, CH2), 2,75 (t, J = 12,7 Hz, 2H, CH2), 1,98 (s, 1H, CH), 1,82 (d, 2H, CH2), 
1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,29 (qd, J1 = 4,4 Hz, J2 = 12,7 Hz, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 
250,3 ([M+H]+). 
b) Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)metoksi)benzojske kisline (4)  
Spojino3 (1,180 g, 3,38 mmol) smo raztopili v MeOH (30 mL) in dodali 2M NaOH (5,07 
mL, 10,1 mmol) ter mešali na 50°C 1 dan. Metanol smo odstranili pod znižanim tlakom, 
izpadla je bela oborina (sol), ki smo jo raztopili v destilirani vodi (50 mL). Vodno raztopino 
smo nakisali z 1M HCl do pH=2-3 in dobili belo suspenzijo. Naredili smo filtracijo z 
odsesavanjem. Oborino smo sušili v sušilniku na 60 °C do konstantne mase. 
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Dobili smo 1,012 g spojine 4.Izkoristek reakcije: 89,5 %; bela puhasta oborina;Ttal: 168-171 
°C; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 12,64 (s, 1H, 
COOH), 7,87 (d, J = 9,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,02 – 6,97  (m, 2H, 2 × Ar-H), 3,97 (d,J = 11,1 
Hz, 2H,CH2), 3,90 (d, J = 6,2 Hz, 2H, CH2), 2,67 (m, 2H, CH2), 2,35 – 2,28 (m, 1H, CH), 
1,91 (s, 2H, CH2), 1,79 –1,69 (m, 2H, CH2), 1,40 (s, 9H, 3 × CH3) ppm. MS (ESI-) m/z = 
333,8 ([M-H]-). 
4.4. Sinteza 4-((4-(4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-
1-karbonil)fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (8) 
 
Shema 3: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 80 °C, 1 dan; b) TFA, DKM, sobna T, 1 dan; 
c) spojina 4, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) HCl, 1,4-dioksan, sobna 
T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karboksilata(5) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz spojine 2 (236 mg, 1,11 mmol) in 3-kloro-
4-fluorofenola (182 mg, 1,24 mmol). Produkt smo iz črne reakcijske zmesi izolirali na 
podlagi splošnega postopka A. 
Dobili smo 353 mg čiste spojine 5. Izkoristek reakcije: 88,7 %; roza-vijolično olje; Rf 
(etilacetat/heksan = 1/2): 0,62; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,08 (t,J = 5,9 Hz, 1H, Ar-
H), 6,97 (dd, J1 = 5,9 Hz, J2 = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,82 – 6,75 (m, 1H, Ar-H), 3,96 (s, 2H, 
CH2), 3,78 (s, 2H, CH2), 3,23 (t, J = 3,0 Hz, 2H, CH2), 2,10 (s, 1H, OH), 1,74 (d, J = 12,3 
Hz, 2H, CH2), 1,64 (dd, J1 = 12,3 Hz, J2= 4,5 Hz, 2H, CH2), 1,49 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS 
(ESI+) m/z =360,5 ([M+H]+). 
b) Sinteza 4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)piperidin-4-ola (6)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku B iz spojine 5 (317 mg, 0,89 mmol). Reakcijsko 
zmes smo naalkalili do pH=14 z 1M NaOH (10 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z DKM 
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(4×10 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), joposušili nad 
Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom. 
Dobili smo 182 mg čistega produkta 6. Izkoristek reakcije: 79,6 %; oranžno-rjavo strjeno 
olje; Rf (etilacetat/heksan = 1/2): 0; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7,32 (t, J = 9,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,16 (dd, J1 = 6,1 Hz, J2 = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,94 (ddd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 3,8 
Hz, J3 = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 4,49 (s, 1H, OH), 3,73 (s, 2H, CH2), 2,89 – 2,60 (m, 4H, 2 × 
CH2), 1,60 – 1,38 (m, 4H, 2 × CH2) ppm; signala za NH skupino v NMR spektru ne vidimo; 
MS (ESI+) m/z = 260,2 ([M+H]+). 
c) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-(3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (7)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 4 (95 mg, 0,283 mmol) in spojine 
6 (73,6 mg, 0,283 mmol). Produkt smo izolirali glede na splošni postopek C.  
Dobili smo 92 mg čiste spojine 7. Izkoristek reakcije: 56,3 %; sivo-beli kristali; Ttal: 61-65 
°C; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0,09; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,6 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,07 (t, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 5,9 Hz,J2 = 3,0 Hz, 1H, Ar-
H), 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,80 – 6,73 (m, 1H, Ar-H), 4,51 (s, 1H, CH), 4,12 (d, 
J = 7,1 Hz, 2H, CH2), 3,83 (d, J = 6,3 Hz, 2H, CH2), 3,79 (s, 2H, CH2), 3,41 (s, 2H, CH2), 
2,75 (t, J = 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,16 (s, 1H, OH), 1,96 (d, J = 3,3 Hz, 2H, CH2), 1,82 (d, J = 
12,6 Hz, 2H, CH2), 1,75 (s, 2H, CH2),1,65 (s, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,28 (s, 2H, 
CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 598,9 ([M+Na]
+). 
d) Sinteza 4-((4-(4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil) 
fenoksi)metilpiperidinijevega klorida (8)  
Po splošnem sinteznem postopku D smo izvedli reakcijo iz spojine 7 (70,0 mg, 0,121 mmol). 
Kot reagent smo namesto 1M HCl v ocetni kislini uporabili 4M HCl v 1,4-dioksan/voda. 
Reakcija glede na TLC po 1 dnevu še ni potekla. V reakcijsko zmes smo dodali še 4M HCl 
v 1,4-dioksan/voda (3,64mmol). Po končani reakciji smo uparili topilo pod znižanim tlakom 
in dobili oljnato rumeno raztopino. Prelili smo jo z dietiletrom (10 mL) in na ultrazvoku 
dosegli, da se je tvorila oborina. Oborino smo odfiltrirali z odsesavanjem.  
Izolirali smo 33 mg spojine 8. Izkoristek reakcije: 53,0 %; rumena oborina; Ttal: 142-145 °C;  
Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8,77 (s, 1H, NH), 
8,46 (s, 1H, NH), 7,40 – 7,29 (m, 3H, 3 × Ar-H), 7,20 (dd, J1 = 6,0 Hz, J2 = 3,0 Hz, 1H, Ar-
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H), 7,04 – 6,93 (m, 3H,3 × Ar-H), 4,89 (s, 1H, CH),3,91 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CH2), 3,81 (s, 
2H, CH2), 3,57 (s, 2H, CH2), 3,29 (s, 4H, 2 × CH2), 2,99 – 2,83 (m, 2H, CH2), 2,07 (s, 1H, 
OH),1,92 (d, J = 13,8 Hz, 2H, CH2), 1,71 – 1,41 (m, 6H,3 × CH2) ppm; HRMS (ESI+) za 
C25H31ClFN2O4 (M+H
+): izračunan 477,1951; izmerjen 477,1947. 
4.5. Sinteza 4-((4-(4-((3-kloro-4-cianofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-
1-karbonil)fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (12) 
 
Shema 4: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 80 °C, 4 dni; b) TFA, DKM, sobna T, 1 dan; 
c) spojina 4, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) HCl, 1,4-dioksan, HCl, 
sobna T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-((3-kloro-4-cianofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karboksilata (9)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz spojine 2 (237 mg, 1,11 mmol) in 2-kloro-
4-hidroksibenzonitrila (188 mg, 1,22 mmol). Glede na TLC reakcija po 24h ni potekla do 
konca, zato smo reakcijsko zmes mešali na 80°C čez vikend. Pri izolaciji produkta po 
splošnem postopku A smo namesto 1M NaOH uporabili nasičeno raztopino NaHCO3. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/2).  
Dobili smo 138 mg čistega produkta 9. Izkoristek reakcije: 33,9 %; belikristali; Ttal: 105-109 
°C; Rf (etilacetat/heksan = 1/2): 0,13; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,60 (d, J = 8,7 Hz, 
1H, Ar-H), 7,04 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (dd, J1 =  8,7 Hz, J2 = 2,5 Hz, 1H, Ar-H), 
3,86 (s, 4H, 2 × CH2), 3,20 (t, J = 11,6 Hz, 2H, CH2), 1,98 (s, 1H, OH), 1,64 (dd, J = 3,7 




b) Sinteza 2-kloro-4-((4-hidroksipiperidin-4-il)metoksi)benzonitrila (10) 
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Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku B iz spojine 9 (120 mg, 0,33 mmol). Reakcijsko 
zmes smo naalkalili do pH=8 z nasičeno raztopino NaHCO3 (100 mL). Vodno fazo smo 
ekstrahirali z DKM (4×50 mL), nekaj produkta je kljub temu ostalo v vodni fazi. Organsko 
fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 mL), jo posušili nad Na2SO4, filtrirali in 
ostranili DKM pod znižanim tlakom. 
Izpadlo je 50 mg spojine 10. Izkoristek reakcije: 57,3 %; bela oborina; Ttal: 221-224 °C; 
Rf(etilacetat/heksan = 1/2): 0; 
1H NMR(400 MHz, CDCl3): δ 7,59 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 
7,05 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 3,86 (s, 2H, 
CH2), 3,04 (td, J1 = 11,6 Hz, J2 = 11,1 Hz, J3 = 3,7 Hz, 2H, CH2), 2,92 (dt, J1 = 12,1 Hz,J2 
= 3,9 Hz, 2H, CH2), 1,94 (s, 1H, OH), 1,71 (d, J = 4,6 Hz, 4H, 2 × CH2) ppm; MS (ESI+) 
m/z = 267,2 ([M+H]+). 
c) Sinteza terc-butil4-((4-(4-((3-kloro-4-cianofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (11) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 4 (50 mg, 0,149 mmol) in spojine 
10 (40,0 mg, 0,150 mmol). Produkt smo izolirali glede na splošni postopek C. 
Dobili smo 64 mg čiste spojine 11. Izkoristek reakcije: 73,1 %; svetlo rumeno strjeno olje; 
Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0,24; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,60 (d, J = 8,7 Hz, 
1H, Ar-H), 7,40 – 7,35 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,05 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 – 6,87 (m, 
3H, 3 × Ar-H), 4,51 (s, 1H, CH), 4,23 (s, 2H, CH2), 3,88 (s, 2H, CH2), 3,83 (d, J = 6,4 Hz, 
2H, CH2), 3,38 (s, 2H, CH2), 2,82 – 2,69 (m, 2H, CH2), 2,06 (d, J = 7,7 Hz, 2H, CH2), 1,97 
(s, 1H, OH), 1,88 – 1,76 (m, 6H, 3 ×CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,34 – 1,22 (m, 2H, CH2) 
ppm; MS (ESI+) m/z = 605,9 ([M+Na]+). 
d) Sinteza 4-((4-(4-((3-kloro-4-cianofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil) 
fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (12) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku D iz spojine 11 (50,0 mg, 0,086 mmol). 
Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri znižanem tlaku in dobili oljasto raztopino, ki smoji 
dodali dietileter (2×10 mL) in ga odstranili pri znižanem tlaku.  
Masa produkta 12 je znašala 36,0 mg. Izkoristek reakcije 80,8 %; bela oborina; Ttal: 202-206 
°C; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0; 
1H NMR(400 MHz, DMSO-d6): δ 8,70 (s, 1H, 
NH), 8,37 (s, 1H, NH), 7,89 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 – 7,30 (m, 3H, 3 × Ar-H),7,14 
(dd, J1 = 2,4 Hz,J2 = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,95 (s, 1H, 
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CH), 4,00 – 3,87 (m, 4H, 2 × CH2), 3,30 (s, 2H, CH2), 2,98 – 2,83 (m, 2H, CH2), 2,67 (s, 
2H, CH2), 2,08 (s, 1H, OH), 1,91 (s, 4H, 2 × CH2), 1,62 (s, 4H, 2 × CH2), 1,47 (d, J = 11,5 
Hz, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C26H31ClN3O4 (M+H
+): izračunan 484,1998; izmerjen 
484,1992. 
4.6. Sinteza 4-((4-(4-((3-klorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (16) 
 
Shema 5: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 80 °C, 1 dan; b) TFA,DKM, sobna T, 1 dan; 
c) spojina 4, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) HCl,1,4-dioksan, sobna 
T, 1 dan. 
a) Sintezaterc-butil4-((3-klorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karboksilata (13)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz spojine 2 (234 mg, 1,10 mmol) in 3-
klorofenola (188 mg, 1,22 mmol). Izolacijo produkta smo izvedli po splošnem postopku A. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/4).  
Dobili smo 153 mg produkta 13. Izkoristek reakcije: 40,8 %; belikristali; Ttal: 92-96 °C; Rf 
(etilacetat/heksan = 1/2): 0,41; 1H NMR(400 MHz, CDCl3): δ 7,21 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-
H), 6,97 (ddd, J1= 8,0 Hz, J2 = 1,9 Hz,J3 = 0,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 (t, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-
H), 6,80 (ddd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,5 Hz, J3 = 0,8 Hz, 1H, Ar-H), 3,93 (s, 2H, CH2), 3,80 (s, 
2H, CH2), 3,23 (t, J = 12,5 Hz, 2H, CH2), 2,11 (s, 1H, OH), 1,74 (d, J = 13,5 Hz, 2H, CH2), 
1,60 (d, J = 5,2 Hz, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 342,4 ([M+H]
+). 
b) Sinteza 4-((3-klorofenoksi)metil)piperidin-4-ola (14) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku B iz spojine 13 (142 mg, 0,42 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 1M NaOH (10 mL). Vodno fazo smo 
ekstrahirali z DKM (4×20 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 
mL). Organsko fazo smo posušili nad Na2SO4, filtrirali in ostranili DKM pod znižanim 
tlakom.  
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Dobili smo 88 mg čistega produkta 14. Izkoristek reakcije: 87,6 %; belo rumena oborina; 
Ttal: 74-77 °C; Rf (etilacetat/heksan = 1/2): 0; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,21 (t, J = 8,1 
Hz, 1H, Ar-H), 6,96 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 (t, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,81 (dd, J1 = 
8,2 Hz, J2 =  2,1 Hz, 1H, Ar-H), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,05 (td, J1 = 12,2 Hz,J2 = 3,3 Hz, 2H, 
CH2), 2,91 (dt, J1 = 12,2 Hz, J2 = 3,9 Hz, 2H, CH2), 1,89 (s, 2H, CH2), 1,78 (s, 1H, OH), 
1,69 – 1,65 (m, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 242,3 ([M+H]
+). 
c) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-((3-klorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil) 
fenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (15)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 4 (115 mg, 0,343 mmol) in spojine 
14 (83 mg, 0,343 mmol). V tem primeru smo v bučko s spojino 14 dodali spojino 4 in nato 
aktivirali kislino. Produkt smo izolirali glede na splošni postopek C. 
Dobili smo 159 mg čiste spojine 15. Izkoristek reakcije: 82,8 %; belo strjeno olje; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,16; 1H NMR(400 MHz, CDCl3): δ 7,38 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 7,22 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, J = 6,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,93 – 6,86 
(m, 3H, 3 × Ar-H), 6,80 (dd, J1 = 8,3 Hz,J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 4,52 (s, 1H, CH), 3,83 (d, 
J = 5,2 Hz, 6H, 2 × CH2), 3,45 (s, 2H, CH2), 2,75 (t, 2H, CH2), 2,19 (s, 1H, OH), 1,97 (s, 
2H, CH2), 1,88 – 1,76 (m, 4H, 2 × CH2), 1,67 (s, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm;MS 
(ESI+) m/z = 581,0 ([M+Na]+). 
d) Sinteza 4-((4-(4-((3-klorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil)fenoksi) 
metil) piperidinijevega klorida (16) 
Spojino 16 smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 15 (128 mg, 0,229 mmol). 
Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri znižanem tlaku in dobili oljasto raztopino, ki smo 
ji dodali dietileter (2×10 mL) in ga odstranili pri znižanem tlaku.  
Masa produkta 16 je znašala 89,0 mg. Izkoristek reakcije: 78,5 %; belo rumena oborina; Ttal: 
111-117 °C; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0,00; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9,74 
(s, 1H, NH), 9,44 (s, 1H, NH), 7,39 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,22 (t, J = 8,2 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,00 – 6,96 (ddd, 1H, Ar-H), 6,92 (t, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d,J = 2,3 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 6,80 (ddd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 4,51 (s, 1H, CH), 3,88 (d, J = 5,6 
Hz, 2H, CH2), 3,82 (s, 2H, CH2), 3,63 – 3,23 (m, 4H, 2 × CH2), 2,94 (s, 2H, CH2), 2,19 (s, 
1H, OH), 2,14 – 2,05 (m, 4H, 2 × CH2), 1,83 (d, J = 12,1 Hz, 6H, 3 × CH2) ppm; HRMS 
(ESI+) za C25H32ClN2O4 (M+H
+): izračunan 459,2045; izmerjen 459,2038. 




karbonil)fenoksi))metil)piperidinijevega klorida (20) 
 
Shema 6: Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, 80 °C, 1 dan; b) TFA, DKM, sobna T, 1 dan; 
c) spojina 4, EDC, HOBt, NMM, DMF,0 °C → sobna T, 1 dan; d) HCl, 1,4-dioksan, sobna 
T, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-((2-kloro-5metilfenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karboksilata (17) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz spojine 2 (195 mg, 0,91 mmol) in 2-kloro-
5-metilfenola (188 mg, 1,22 mmol). Produkt smo iz rjavo-rdečereakcijske zmesi izolirali po 
splošnem postopku A in ga očistili s kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/2).  
Dobili smo 188 mg produkta 17. Izkoristek reakcije: 57,8 %; beli kristali; Ttal: 85-87 
°C;Rf(etilacetat/heksan = 1/2): 0,16; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,74 (d, J = 8,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,93 (s, 2H, CH2), 3,84 (s, 2H, CH2), 3,23 (t, J = 
11,6 Hz, 2H, CH2), 2,34 (s, 3H, Ar-CH3), 1,79 (d, J = 12,0 Hz, 2H, CH2), 1,68 – 1,55 (m, 
2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 378,6 ([M+Na]
+). 
b) Sinteza 4-((2-kloro-5-metilfenoksi)metil)piperidin-4-ola (18)  
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku B iz spojine 17 (178 mg, 0,50 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 1M NaOH (15 mL). Vodno fazo smo 
ekstrahirali z DKM (4×15 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 
mL). Organsko fazo smo posušili nad Na2SO4, filtrirali in ostranili DKM pod znižanim 
tlakom.  
Izolirali smo 102 mg spojine 18. Izkoristek reakcije: 79,7 %; bela oborina; Ttal: 92-94 °C; Rf 
(etilacetat/heksan = 1/2): 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,25 – 7,20 (m, 1H, Ar-H), 6,77 
– 6,70 (m, 2H, 2 × Ar-H), 3,85 (s, 2H, CH2), 3,06 (td, J1 = 12,0 Hz, J2 = 3,1 Hz, 2H, CH2), 
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2,91 (dt, J1 = 12,4 Hz, J2 = 4,2 Hz, 2H, CH2), 2,32 (s, 3H, Ar-CH3), 1,83 – 1,74 (m, 2H, 




Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 4 (134 mg, 0,399 mmol) in spojine 
18 (100mg, 0,391 mmol). V tem primeru smo bučko s spojino 18 postavili na ledeno kopel 
in nato dodali spojino 4 ter ostale reagente. Produkt smo izolirali glede na splošni postopek 
C. 
Masa produkta 19 je bila 202 mg. Izkoristek reakcije: 90,1 %; brezbarvno strjeno olje; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,09; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,42 – 7,36 (m, 1H, 
Ar-H), 7,23 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,92 – 6,87 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,75 (dt, J1 = 10,0 Hz, 
J2 = 1,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,52 (s, 1H, CH), 3,87 (s, 2H, CH2), 3,82 (d, J = 6,4 Hz, 2H, 
CH2), 3,48 (s, 2H, CH2), 2,83 – 2,67 (m, 2H, CH2), 2,48 (s, 1H, OH), 2,32 (s, 3H,Ar-CH3), 
2,01 – 1,91 (m, 2H, CH2), 1,82 (d, J = 12,7 Hz, 4H, 2 × CH2), 1,63 (s, 4H, 2 × CH2), 1,47 (s, 
9H, 3 × CH3), 1,29 (s, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 595,1 ([M+Na]
+). 
d) Sinteza 4-((4-(4-((2-kloro-5-metilfenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil) 
fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (20) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku D iz spojine 19 (164 mg, 0,286 mmol). 
Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri znižanem tlaku in dobili oljasto raztopino, kateri 
smo dodali dietileter (2×10 mL) in ga odstranili pri znižanem tlaku.  
Masa produkta 20 je znašala 131 mg. Izkoristek reakcije: 89,9 %; svetlo rumena oborina; 
Ttal: 142-146 °C; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9,71 
(s, 1H, NH), 9,41 (s, 1H, NH), 7,39 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,23 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,74 (d, J = 10,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,53 (s, 1H, 
CH), 3,88 (d, J = 6,0 Hz, 4H, 2 × CH2), 3,58 (d, J = 11,4 Hz, 2H, CH2), 2,93 (dd, J1 = 20,4 
Hz, J2 = 9,1 Hz, 3H, Ar-CH3), 2,32 (s, 2H, CH2), 2,16 – 2,03 (m, 6H, 3 × CH2), 1,93 – 1,77 
(m, 6H, 3 × CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C26H34ClN2O4 (M+H
+): izračunan 473,2202; 
izmerjen 473,2197. 
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4.8. Sinteza 4-((4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidin-1-karbonil) 
fenoksi)metil)piperidinijevega klorida (25) 
 
Shema 7: Reagenti in pogoji: a) i. K2CO3, DMF, 60 °C, 3 dni; ii. 80 °C, 1 h b) TFA, DKM, 
sobna T, 3 dni; c) spojina 4, EDC, HOBt, NMM, DMF, 0 °C → sobna T, 1 dan; d) HCl, 1,4-
dioksan, sobna T, 4 dni. 
a) Sinteza terc-butil 4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata(22)  
V DMF (10 mL) smo raztopili spojino 21 (502 mg, 1,80 mmol), 3,4-diklorofenol (293 mg, 
1,80 mmol) in K2CO3 (507 mg, 3,67 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali na 60°C čez 
vikend. S TLC smo ugotovili, da reakcija še ni potekla popolnoma, zato smo za 1h povišali 
temperaturo na 80°C. Vsebino bučke smo sprali z EtOAC (30 mL), nato pa zmes sprali še z 
1% raztopino citronske kisline (2×15 mL), 1M NaOH (20 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(20 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4,filtrirali in odstranili topilo 
pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 121mg spojine 22. Izkoristek reakcije: 18,7 %; bela oborina; Ttal: 84-87 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,82; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,31 (d, J = 8,9 Hz, 
1H, Ar-H), 7,00 – 6,95 (m, 1H, Ar-H), 6,72 (dd, J1 = 14,3 Hz, J2 =8,8 Hz, J3 = 2,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 4,16 (s, 2H, CH2), 3,76 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 2,82 – 2,66 (m, 2H, CH2), 2,01 – 
1,89 (m, 1H, CH), 1,80 (d, J = 12,6 Hz, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,26 (qd, J1 = 
9,8Hz, J2 = 12,5Hz, 2H, CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 360,6 ([M+H]
+). 
b) Sinteza 4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidina(23) 
Spojino 22 (113 mg, 0,31 mmol) smo raztopili v DKM (10 mL), nato smo dodali TFA (0,26 
mL, 3,15 mmol) in reakcijsko zmes mešali na sobni temperaturi. Reakcija je potekala 3 dni, 
nato smo zmes naalkalili do pH=14 z 1M NaOH (10 mL). Spirali smo z DKM (4×10mL). 
Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL) in jo posušili nad brezvodnim 
Na2SO4. Suspenzijo smo filtrirali in DKM odstranili pod znižanim tlakom.  
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Dobili smo 48 mg spojine 23. Izkoristek reakcije: 58,8 %; bela oborina; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,82; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,31 (d, J = 8,9 Hz, 
1H, Ar-H), 6,98 (s, 1H, Ar-H), 6,74 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,75 (d, J = 
6,4 Hz, 2H, CH2), 3,13 (dt, J = 11,9 Hz, 2H, CH2), 2,65 (td, J1 = 12,2 Hz,J2 = 2,6 Hz, 2H, 
CH2), 1,91 (s, 1H, CH), 1,80 (d, J = 12,6 Hz, 2H, CH2), 1,27 (qd, J1 = 4,06 Hz, J2 = 12,4 Hz, 
2H, CH2) ppm; MS (ESI+) m/z = 260,2 ([M+H]
+). 
c) Sinteza terc-butil 4-((4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidin-1-karbonil)fenoksi) 
metil)piperidin-1-karboksilata (24) 
V bučko s spojino 23 (40,0 mg, 0,154 mmol) smo dodali spojino 4 (52,0 mg, 0,155 mmol) 
in na ledeni kopeli spojini raztopili v DMF (2 mL). Nato smo reakcijski zmesi dodali še EDC 
(35,4 mg, 0,185 mmol), HOBt (27,0 mg, 0,200 mmol) in NMM (0,33 mL, 0,308 mmol). 
Reakcijo smo mešali na sobni temperaturi 24h. Produkt smo izolirali po splošnem postopku 
C. 
Dobili smo 67 mg spojine 24. Izkoristek reakcije: 75,5 %; beli kristali; Ttal: 45-47 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,41; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,40 – 7,35 (m, 2H, 2 
× Ar-H), 7,32 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,91 – 6,86 (m, 2H, 
2 × Ar-H), 6,74 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,81 (dd, J1 = 9,8 Hz, J2 = 6,6 Hz, 
4H, 2 × CH2), 2,85 (s, 2H, CH2), 2,75 (s, 2H, CH2), 1,97 (s, 1H, CH), 1,82 (d, J = 13,3 Hz, 
2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 598,7 ([M+Na]
+). 
d) Sinteza 4-((4-(4-((3,4-diklorofenoksi)metil)piperidin-1-karbonil)fenoksi)metil) 
piperidinijevega klorida (25) 
Spojino 24 (60mg, 0,104 mmol) smo raztopili v 5mL 1,4-dioksana in dodali 1M HCl v ocetni 
kislini (1,04 mmol, 2,5 mL). Reakcija je potekala na sobni temperaturi 1 dan in glede na 
TLC ni potekla popolnoma. Reakcijski zmesi smo dodali še 1M HCl v ocetni kislini (2,5 
mL) in pustili reakcijo potekati na sobni temperaturi čez vikend. Po zaključku reakcije smo 
odstranili topilo pod znižanim tlakom. Preostanku smo dodali dietileter (10 mL), tvorbo 
oborine pa smo dosegli s pomočjo ultrazvoka. Oborino smo odnučali.  
Izolirali smo 34 mg spojine 25. Izkoristek reakcije: 63,7 %; rjava oborina; Ttal: 119-122 °C;  
Rf (diklorometan/metanol = 20/1):0; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,37 (s, 2H, 2 × Ar-H), 
7,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, J = 2,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,89 (d, J = 7,4 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 6,74 (dd, J = 11,6 Hz, 1H, Ar-H), 3,89 (s, 1H, CH), 3,79 (d, J = 5,0 Hz, 2H, CH2), 
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3,59 (s, 2H, CH2), 2,96 (s, 2H, CH2), 2,10 (s, J = 4,7 Hz, 2H,CH2), 1,85 (s, 4H, 2 × CH2), 
1,37 (s, 4H, 2 × CH2), 1,23 (s, 1H, CH), 1,15 – 0,96 (m, 2H, CH2), 0,84 (s, 2H, CH2) ppm; 
HRMS (ESI+) za C25H31Cl2N2O3 (M+H
+): izračunan 477,1706; izmerjen 477,1946. 
4.9. Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)oksi) benzojske 
kisline (27) 
 
Shema 8: Reagenti in pogoji: a) i. PPh3, THF, sobna T, 30 min; ii. DIAD, 0 °C→ sobna T, 
1 dan; b) 2 M NaOH, MeOH, 50 °C, 1 dan. 
a) Sinteza terc-butil 4-(4-(metoksikarbonil)fenoksi)piperidin-1-karboksilata (26)  
V bučko smo natehtali metil 4-hidroksibenzoat (1,012 g, 6,57 mmol), terc-butil 4-
hidroksipiperidin-1-karboksilat (1,321 g, 6,57 mmol) in PPh3 (2,268 g, 8,65 mmol). Trdne 
snovi smo prepihali z argonom in dodali brezvodni THF (20 mL).  Reakcijsko zmes smo 
postavili na ledeno kopel (0 °C) in po kapljicah dodali DIAD (1,45 mL, 8,55 mmol). 
Reakcijaje potekala 1 dan. Topilo smo odstranili pri znižanem tlaku, produkt v obliki rumene 
oljne raztopine pa smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM).  
Izolirali smo 1,2 g spojine 26. Izkoristek reakcije: 54,4 %; beli kristali; Ttal: 67-70 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0,41; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8,04 – 7,95 (m, 2H, 
2 × Ar-H), 6,96 – 6,86 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,62 – 4,52 (m, 1H, CH), 3,89 (s, 3H, CH3), 3,77 
– 3,64 (m, 2H, CH2), 3,42 – 3,31 (m, 2H, CH2), 2,01 – 1,88 (m, 2H, CH2), 1,82 – 1,72 (m, 
2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 358,6 ([M+Na]
+). 
b) Sinteza 4-((1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-il)oksi)benzojske kisline (27)  
Spojino 26 (140 mg, 0,417 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL) in dodali 2M NaOH (0,63 
mL, 1,25 mmol). Reakcija je potekala na 50 °C 1 dan. Reakcijski zmesi smo odstranili topilo 
pod znižanim tlakom, trdnemu preostanku pa dodali H2O (10 mL) in ekstrahirali z EtOAc 
(5mL). Vodno fazo smo nakisali do pH = 2 z 1M HCl. Izpadla je oborina, ki smo jo odnučali 
in posušili do konstantne mase. 
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Dobili smo 90 mg spojine 27. Izkoristek reakcije: 67,1 %; beli kristali; Ttal: 146-149 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8,05 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,94 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,68 – 4,53 (m, 1H, CH), 3,82 – 3,61 (m, 2H, CH2), 
3,53 – 3,29 (m, 2H, CH2), 2,06 – 1,91 (m, 2H, CH2), 1,84 – 1,72 (m,2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 
3 × CH3) ppm; MS (ESI-) m/z = 319,8 ([M-H]
-). 
4.10. Sinteza 4-(4-(4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-
1-karbonil)fenoksi)piperidinijevega klorida (28) 
 
Shema 9: Reagenti in pogoji: a) spojina 27, EDC, HOBt, NMM, DMF,0 °C → sobna T, 4 
dni; b) HCl, 1,4-dioksan, sobna T, 2 dni. 
a) Sinteza terc-butil 4-(4-(4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-
karbonil)fenoksi)piperidinkarboksilata (28)  
Spojini 6 (62 mg, 0,284 mmol) smo dodali spojino 27 (78 mg, 0,243 mmol) in ju raztopili v 
DMF (5 mL). Reakcijo smo izvajali na ledeni kopeli pri 0°C. Nato smo v reakcijsko zmes 
dodali še EDC (58 mg, 0,303 mmol), HOBt (43 mg, 0,318 mmol) in NMM (0,52 mL, 0,478 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 4 dni pri sobni temperaturi. V reakcijsko zmes smo 
dodali EtOAc (30 mL) ter spirali z 1% raztopino citronske kisline (2×20 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2×20 mL) in nasičeno raztopino NaCl (20 mL). Organsko fazo smo 
posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom. 
Izolirali smo 120 mg spojine 28. Izkoristek reakcije: 89,3 %; rumeno strjeno olje; Rf 
(diklorometan/metanol =20/1) = 0,18; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7,42 – 7,35 (m, 2H, 2 
× Ar-H), 7,06 (t, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 – 6,89 (m, 3H, 3 × Ar-H), 6,77 (dt, J = 8,7 Hz, 
1H, Ar-H), 4,55 – 4,48 (m, 2H, CH2), 3,79 (s, 2H, CH2), 3,74 – 3,65 (m, 3H, CH2, CH), 3,51 
– 3,19 (m, 4H, 2 × CH2), 2,29 – 2,19 (m, 1H, OH), 1,99 – 1,86 (m, 2H,CH2), 1,84 – 1,70 (m, 
4H, 2 × CH2), 1,62 (s, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 585,0 
([M+Na]+). 
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b) Sinteza 4-(4-(4-((3-kloro-4-fluorofenoksi)metil)-4-hidroksipiperidin-1-karbonil) 
fenoksi)piperidinijevega klorida (29) 
Spojino 28 smo raztopili v 1,4-dioksanu (5 mL) in dodali 1M HCl v ocetni kislini (3,55 mL). 
Reakcijsko zmes smo 1 dan mešali na sobni temperaturi. Glede na TLC reakcija v 1 dnevu 
ni potekla popolnoma, zato smo dodali v reakcijo zmes še kislino (3,6 mL) in jo pustili mešati 
še en dan. Po končani reakciji smo topilo odstranili pod znižanim tlakom. Preostanku smo 
dodali dietileter (2×10 mL). Pri tem je izpadla rumena oljnata raztopina.  
Dobili smo 87 mg spojine 29. Izkoristek reakcije: 98,1 %; strjeno rumeno olje; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9,53 (s, 2H,2 × NH), 
7,41 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,07 (t, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 – 6,85 (m, 3H, 3 × Ar-H), 6,77 
(d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 4,72 (s, 1H, CH), 4,52 (s, 1H, OH), 3,80 (s, 2H, CH2), 3,71 (s, 
2H, CH2), 3,44 – 3,01 (m, 6H,3 × CH2), 2,32 (s, 2H, CH2), 2,18 (s, 2H, CH2), 1,77 (s, 4H,2 
×  CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C24H29ClFN2O4 (M+H
+): izračunan 463,1794; izmerjen 
463,1790.   
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5. Rezultati in razprava 
5.1. Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1. Corey-Chaykovsky-jeva reakcija 
Za prvi dve spojini smo imeli epoksid že pripravljen, nato pa smo ga morali pripraviti še 
sami. Spojino 2 smo pripravili po Corey-Chaykovsky-jevi reakciji (Shema 10). V prvi 
stopnji reakcije močna baza deprotonira trimetilsulfoksonijev jodid, ta pa se in situ pretvori 
v dimetilsulfoksonijev metilid oz. Corey-Chaykovsky-jev reagent. Reakcija poteka pri 0 °C 
(36). Pri reakciji je nastajal NaI, izhajal pa H2. 
 
Shema 10: Prikaz Corey-Chaykovsky-jeve reakcije. 
V naslednji stopnji poteče nukleofilna adicija nastalega reagenta na keton (Shema 11). 
Reakcijsko zmes moramo segrevati na 50 °C. Pri tem kot stranski produkt nastaja DMSO, 
ki gauporabimo tudi kot topilo pri reakciji.   
 
Shema 11: Nukleofilna adicija Corey-Chaykovsky-jevega reagenta. 
5.1.2. Williamsonova sinteza etrov 
Za sintezo etrov po tem mehanizmu potrebujemo alkohol in halogenoalkan. Reakcijo 
pospešimo z dodatkom baze. Ta v prvi stopnji reakcije odcepi proton iz hidroksilne skupine 
in nastane alkoksid, ki je boljši nukleofil. V drugi stopnji pa alkoksid napade halogenoalkan 
(Shema 12) (37). 
 
Shema 12:Nukleofilna substitucija (SN2). 
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Na tak način smo sintetizirali spojini 3 in 22. Kot bazo smo v obeh primerih uporabili K2CO3, 
ugotovili pa smo tudi, da je uspešnost reakcije odvisna od temperature. Sintezo spojine 3 
smo izvajali pri 80 °C, medtem ko smo reakcijsko zmes za sintezo spojine 22 mešali na 60 
°C. Sinteza spojine 22 ni potekla popolnoma, zato smo tudi v tem primeru povišali 
temperaturo na 80 °C, pri katerije reakcija potekla do konca.  
5.1.3. Odpiranje epoksida 
Reakcija poteče po podobnem mehanizmu kot Williamsonova sinteza etrov.  
 
Shema 13: Odpiranje epoksida s fenolom v prisotnosti baze. 
V prvi stopnji baza odcepi proton hidroksilne skupine fenola, nato pa se nastali nukleofil 
pripne na epoksid, ki se odpre (Shema 13). Reakcijsko zmes je bilo potrebno mešati na 80 
°C. Na ta način smo sintetizirali spojine 5, 9, 13 in 17, ki smo jih očistili s kolonsko 
kromatografijo, kar je tudi razlog za rahlo nižje izkoristke napram ostalim stopnjam sinteze 
spojin. 
5.1.4. Acidoliza 
Odščita zaščitne skupine Boc na aminu poteka preko acidolize v kislih pogojih. V prvi 
stopnji se terc-butil karbamat protonira, izloči se terc-butil kation in kot intermediat dobimo 
karbaminsko kislino. Nato poteče dekarboksilacija kisline in nastane prosti amin (Shema 
14). Končni produkt je v obliki soli.  
V našem primeru smo pri sintezi spojin 6, 10, 14, 18 in 23 uporabili TFA, produkt pa je 
izpadel v obliki soli TFA. Za boljši izkoristek v naslednji stopnji smo produkte pred izolacijo 
pretvorili v amine.  
V drugem delu sinteze posameznih končnih spojin smo Boc odstranili s 4M HCl v mešanici 
1,4-dioksan/voda (sinteza spojine 8) oz. z 1M HCl v ocetni kislini (sinteza spojin 12, 16, 20, 
25 in 29). Ugotovili smo, da uporaba 1M HCl v ocetni kislini sproži hitrejši potek reakcije 
kot uporaba 4M HCl v mešanici 1,4-dioksan/voda. Kljub temu smo oba reagenta morali 
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dodati v večjem številu ekvivalentov. Temu bi se najverjetneje lahko izognili z 
zagotavljanjem brezvodnih pogojev, in sicer z dodatkom 4M HCl v 1,4-dioksanu. 
 
Shema14: Odstranitev zaščitne skupine Boc, pri čemer A predstavlja kislino (TFA oz. HCl). 
Prirejeno po (38, 39). 
5.1.5. Tvorba amidne vezi s sklopitvenimi reagenti 
Pri sintezi spojin 7, 11, 15, 19, 24 in 28 smo tvorili amidno vez iz amina in karboksilne 
kisline. Pri tem smo uporabili bazo NMM, ki pretvori kislino v anionsko obliko in 
sklopitvena reagenta EDC ter HOBt. EDC vsebuje karbodiimidni del, ki z ionizirano 
karboksilno kislino tvori aktiviran ester. HOBt ga napade, EDC pa se pretvori v derivat O-
acilsečnine. HOBt ima vlogo pomožnega nukleofila, ki pospeši reakcijo in zmanjša nastanek 
stranskega produkta N-acilirane sečnine. Aktiviran ester napade amin, tvori se amid, pri tem 
pa izstopi HOBt (Shema 15).   
 
Shema 15: Mehanizem sinteze amidne vezi s sklopitvenimi reagenti (40, 41). 
5.1.6. Bazična hidroliza estra 
Pri sintezi spojin 4 in 27 smo izvedli t.i. saponifikacijo. V prvi stopnji nukleofil napade 
elektrofilni karbonilni C atom, pri čemer nastane nestabilni tetraedrični intermediat, ki se 
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pretvori v kislino. Prisotni alkoksid deluje kot baza in nastali kislini odcepi proton (Shema 
16). Produkt je v obliki soli, zato smopred njegovo izolacijo reakcijsko zmes nakisali s HCl 
do pH = 2-3. Kot stranski produkt nastane metanol, ki smo ga uporabili kot topilo za izvedbo 
reakcije. 
 
Shema 16: Bazična hidroliza estra. Povzeto po (41). 
5.1.7. Mitsunobu-jeva reakcija 
Z Mitsunobu-jevo reakcijo (Shema 17) lahko iz primarnih in sekundarnih alkoholov 
sintetiziramo estre in etre. Pri tem moramo dodati reagente DEAD oz. DIAD in PPh3. Prvo 
stopnjo lahko izvedemo na več načinov. Mi smo se pri sintezi spojine 26 odločili za 
Michaelovo nukleofilno adicijo. Pri tem pride do nukleofilnega napada PPh3 na DIAD, 
nastane pa zwitterionski intermediat. Ta v naslednjem koraku odcepi proton iz hidroksilne 
skupine fenolnega derivata in nastane boljši nukleofil (alkoksid). Sekundarni alkohol se 
poveže s fosfinijevim ionom. Alkoksid z nastalim produktom tvori eter, po mehanizmu 
nukleofilne substitucije (SN2) (43, 44, 45). 
 




Shema 17: Mehanizem Mitsunobu-jeve reakcije. Povzeto po (44, 45). 
Pri reakciji se regenerirata PPh3 in DIAD, ki sta topna v diklorometanu, zato smo se ju znebili 
s kolonsko kromatografijo. Čiščenje produkta s kolonsko kromatografijo je tudi slabost te 
reakcije. Kljub temu smo s pomočjo njenega produkta prišli do ključne informacije za 
nadaljnje sinteze potencialnih zaviralcev.  
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5.2. Rezultati citotoksičnega testiranja 
Citotoksično delovanje sintetiziranih končnih spojin smo ovrednotili na človeških celičnih 
linijah raka jeter HepG2 in raka dojk MCF-7. Rezultati so podani v preglednici II. 
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Rezultati testiranja so podani kot citotoksične koncentracije IC50 oz. kot % viabilnosti (pri 
spojini 12), kar je merilo za delež živih celic. Vrednost IC50 je srednja zaviralna 
koncentracija in nam poda koncentracijo spojine, pri kateri se zmanjša delež živih celic v 
celični kulturi za 50%, v primerjavi z živostjo celic v celični kulturi brez njenega dodatka. 
Dobljeni rezultati končnih spojin, testiranih na obeh celičnih linijah, se ujemajo. Na podlagi 
testiranja na celični liniji MCF-7 pet spojin izkazuje močnejše zaviralno delovanje, v 
primerjavi z referenčno spojino TVS-21, ki smo jo uporabili kot izhodišče za optimizacijo. 
V okviru vzporedno potekajoče magistrske naloge, ki še ni zaključena, je bila odkrita spojina 
TNT-18. Za lažje razumevanje novih dognanj o razmerju med strukturo in delovanjem, smo 
se odločili, da tudi to vključimo v našo razpravo. 
Spojina 20 izkazuje najmočnejše citotoksično delovanje med sintetiziranimi spojinami, ki je 
več kot 3-krat večje v primerjavi z izhodno spojino TVS-21. Razlog za to je v amidni vezi 
na distančniku ter predvsem v spremenjenem desnem delu spojine, saj smo na to mestu 
uvedli piperidinski obroč, ostali deli molekule pa so ostali identični. To sta torej ključni 
spremembi, ki sta nas pripeljali do učinkovitejših analogov. 
Spojine 8, 12 in 16 se razlikujejo le v substituciji na para mestu levega fenolnega obroča. 
Medtem ko spojina 12 pri najvišji testirani koncentraciji 50 µM ni bila aktivna na celični 
liniji HepG2, pa je izkazala zelo slabo aktivnost na celični liniji MCF-7, saj je pri isti testirani 
koncentraciji ostalo 80% celic še vedno živih. Tako domnevamo, da ciano skupina ni 
primeren substituent na fenolnem obroču, bodisi zaradi svoje velikosti, bodisi zaradi 
elektronskih vplivov. Spojini 8 in 16 sta izkazali močnejše citotoksično delovanje. Spojina 
8 vsebuje na para mestu fluor, ki pa tudi ni najbolj primeren substituent, saj ni doprinesel k 
večji aktivnosti, v primerjavi z analogom 16 brez para substitucije na omenjenem 
aromatskem obroču. Primerjava rezultatov teh dveh spojin kaže, da je aktivnost zaviralca 
odvisna od vrste substituenta. To nas napeljuje k ugotovitvi, da je vezavno mesto za levi del 
spojine najverjetneje omejeno z velikostjo, saj verjetno pride do steričnih ovir ob vezavi 
spojin z večjimi substituenti na para mestu. Spojina 8, ki se z vzporedno sintetizirano spojino 
TNT-18 prav tako razlikuje le v vrsti substituenta na para mestu fenolnega obroča, izkazuje 
šibkejše delovanje. Fluor ima namreč manjši premer atoma kot klor, zato voluminoznost 
substituenta najverjetneje nima vpliva, saj bi pričakovali obraten vpliv. Sklepamo, da tvori 
Cl močnejše hidrofobne interakcije kot F, hkrati se morda med Cl in aminokislino v 
vezavnem mestu vzpostavi halogenska vez. V nasprotju z velikostjo ima torej večji vpliv 
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vrsta substituenta. To lahko potrdimo tudi s primerjavo delovanja spojin 25 in 8, pri čemer 
spojina 8 izkazuje šibkejšo aktivnost, kar bi prvotno lahko pripisali odstranitvi hidroksilne 
skupine. To lahko izključimo na osnovi pregleda spojine 25, ki se od vseh ostalih 
preskušanih spojin razlikuje v odstranjeni hidroksilni skupini v osrednjem delu molekule. 
Pri primerjavi spojin 25 in TNT-18 smo ugotovili, da igra hidroksilna skupina ključno vlogo 
in poviša aktivnost spojine, saj verjetno vzpostavi z vezavnim mestom vodikove vezi. 
Dodatne vodikove vezi pa omogoča tudi amidna vez.  
Spojina 29 se razlikuje od ostalih sintetiziranih spojin v skrajšanem desnem strukturnem 
fragmentu. Na podlagi primerjave spojin 8 in 29, ki imata z izjemo desnega dela molekule 
ostale dele identične, lahko ugotovimo vpliv dolžine verige na citotoksično delovanje. 
Odstranjena skupina CH2 med kisikom fenolnega obroča in desnim piperidinskim skeletom 
pomeni skrajšanje verige. Skrajšan analog 29 pa je izkazal približno 1,3-kratno šibkejše 
delovanje v primerjavi s spojino 8. Ta razlika je verjetno posledica neoptimalne razdalje med 
fenolnim obročem in bazičnim centrom, kar ima za posledico šibkejše interakcije spojine 29 
v vezavnem mestu Hsp90. S spojino 29 pa smo dosegli močnejše delovanje kot ga izkazuje 
TVS-21, kar je še en dokaz za učinkovitost piperidinskega obroča v tem delu spojine.  
Med sintetiziranimi piperidinskimi analogi je torej najbolj obetavna spojina 20, z IC50 = 
14µM, saj kot rečeno izkazuje najmočnejšo citotoksičnost aktivnost med preskušanimi 
spojinami. Ob primerjavi s spojino 16 lahko ugotovimo, da moramo nujno ohraniti 
disubstituirane fenolne fragmente. Spojina 20 se razlikuje od ostalih tudi po vrsti 
substituentov. Ne vsebuje dveh halogenov oz. ciano skupine, ampak poleg halogena še 
metilno skupino, tako kot izhodna TVS-21. Halogen je v njej prisoten na orto mestu, kar je 
lahko zanimiv položaj za izkazano najboljšo aktivnost med vsemi sintetiziranimi spojinami. 
Na osnovi navedenih ugotovitev lahko povzamemo, da sta za vezavo levega dela spojine 
ključna vrsta in položaj substituenta na fenolnem obroču. Pomembna je substitucija klora na 
meta mestu, vendar je zanimiv tudi analog z metilno skupino na meta mestu in klorom na 
orto mestu. Izboljšano citotoksično delovanje dosežemo z dikloriranimi analogi, pri čemer 
trenutno najmočnejše delovanje izkazuje 3,4-dikloro analog. Smiselno bi bilo raziskati ali 
ima večji vpliv klor na para ali na meta mestu. Zato bi morali v nadaljnjih raziskavah 
preveriti Hsp90 zaviralno aktivnost 2,4-dikloro- in 3,5-dikloro analoga ter 3-metil-4-
klorofenolnega derivata.  Ključne hidrofobne ali halogenske interakcije z vezavnim mestom 
torej zagotavlja klor, zato bi lahko usmerili sintezo tudi v triklorosubstituirane derivate. V 
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osrednjem delu nosi pomembno vlogo vodikova vez med vezavnim mestom in hidroksilno 
skupino na osrednjem piperidinskem obroču, še dodatne vodikove vezi pa omogoča amidna 
vez. V nadaljnjem razvoju potencialnih zaviralcev Hsp90 bi morali zato na distančniku 
ohraniti hidroksilno skupino, pri čemer bi bilo morda potrebno dodati še kakšen fragment, 
ki bi vzpostavil hidrofilne interakcije z vezavnim mestom. Za zaviralno aktivnost pa je 
ključen piperidinski obroč v desnem delu spojine, ki je skupen vsem sintetiziranim končnim 
spojinam v sklopu te naloge, pri tem pa je pomembna razdalja med osrednjim delom spojine 
in bazičnim centrom piperidinskega skeleta. S krajšanjem verige se najverjetneje vzpostavijo 
šibkejše interakcije med spojino in vezavnim mestom, zato posledično citotoksično 
delovanje slabi. Da bi to potrdili, bi morali v nadaljnjih raziskavah povečati razdaljo med 
fenolnim obročem in bazičnim centrom ter tako omogočiti močnejše interakcije in s tem 
povečati jakost delovanja tovrstnih spojin. 
  




Protein toplotnega šoka Hsp90 je postal obetavna tarča, saj z njegovim zaviranjem lahko 
blokiramo različne poti, ki vodijo v razvoj neoplazem. V sklopu magistrske naloge smo zato 
sintetizirali potencialne alosterične zaviralce Hsp90, ki se vežejo v C-končno domeno tega 
encima. Na splošno pri sintezah spojin nismo imeli večjih težav. Rezultati določanja 
citotoksičnih vrednosti IC50 pa so pokazali, da največjo zaviralno aktivnost izkazuje spojina 
20. To je derivat z 2-kloro-5-metilfenolnim fragmentom v molekuli, ki temelji na 
piperidinskem obroču. Spojino 20 obogati še amidna vez, ki v izhodiščni, referenčni 
molekuli TVS-21, ni prisotna.   
Naši izsledki kažejo, da moramo za razjasnitev odnosa med strukturo tarče in delovanjem 
potencialnega zaviralca, slednjega razdeliti na tri strukturne dele, in sicer na levi hidrofobni 
del in desni del z bazičnim centrom ter osrednji distančnik. Za vezavo je v levem delu spojine 
potreben hidrofobni fragment, pri katerem sta ključna vrsta in položaj substituenta na 
fenolnem obroču. Optimalno aktivnost zagotavlja osrednji distančnik, ki mora biti dovolj 
fleksibilen za usmerjanje levega in desnega dela spojine v vezavna področja, hkrati pa mora 
vsebovati tako polarne kot nepolarne fragmente. V nadaljnjem razvoju potencialnih 
zaviralcev Hsp90 bi morali zato na distančniku ohraniti hidroksilno skupino in amidno vez 
ter morda dodati še kakšen fragment, ki bi vzpostavil hidrofilne interakcije z vezavnim 
mestom. Za zaviralno aktivnost je ključen piperidinski obroč v desnem delu spojine, ki je 
skupen vsem sintetiziranim zaviralcem, ki smo jih pripravili in preskusili v sklopu te naloge, 
pri tem pa je pomembna tudi razdalja med osrednjim delom spojine in njenim desnim 
strukturnim fragmentom.  
V sklopu magistrske naloge smo torej uspešno sintetizirali 5 močnejših protitumornih spojin, 
medtem ko se je ena izkazala kot neaktivna. Tako smo prišli do novih dognanj, ki bodo 
pomembno prispevala k nadaljnjemu raziskovanju in razvoju zaviralcevHsp90.  
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